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略語一覧 
 
本文中では以下の略語を用いた。 
 
BSA  : bovine serum albumin 
CAPS  : N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid 
CDK  : cyclin dependent kinase 
DMEM  : dulbecco’s modified eagle medium 
ECL  : enhanced chemiluminescence 
EDTA  : ethylenediaminetetraacetic acid 
FAK  : focal adhesion kinase 
FBS  : fetal bovine serum 
FUT-175 : nafamstat mesilate, 6-amidino-2-naphthyl-4-guanidinobenzoate 
GG  : low-acyl gellan gum 
MAPK  : mitogen-activated protein kinase 
PBS (-)  : Ca2+, Mg2+ free phosphate buffered salone 
PVDF  : polyvinylidene disulfate 
Rb  : retinoblastoma protein 
SMC  : vascular smooth muscle cells 
SDS  : sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
TBS  : Tris buffered saline 
Tris  : 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
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序論 
 血管平滑筋細胞 (vascular smooth muscle cells : SMC) は正常血管中膜に存在し
収縮能を有する分化型と、動脈硬化巣に存在し増殖能を持つ脱分化型の 2 種類
のフェノタイプを示す。アテローム性動脈硬化症で認められる血管内膜肥厚の
形成には、内膜へ遊走した脱分化型SMCの増殖が役割を果たすことから [1-3]、
SMC のフェノタイプ変換を理解することは重要である。また、再生医療の分野
においてSMC等の生体由来素材を用いた人工血管作製が検討されている [4-6]。
現在、主に使用されている合成繊維製の人工血管は血管本来の伸展性や収縮性
はなく、生体適合性や感染等の観点から生体由来素材を用いた人工血管作製が
有用である可能性がある。SMC は血管の伸展性や収縮性を担うことから [1,7]、
血管本来の構造や性質を有した人工血管作製のために必要不可欠な細胞である。 
SMC のフェノタイプ変換機構や人工血管作製等の検討に使用する SMC の入
手方法として、実験動物より得る方法と購入する方法がある。実験動物を用いる
場合、explant 法や酵素法を用いて血管中膜より SMC を得るが [2,8-11]、実験動
物を用いるための施設や血管から中膜を分取する等の手技の習熟が必要である。
また、細胞を購入した場合、一般的に凍結状態で輸送されるが、凍結・融解によ
り細胞の性質の変化や生存率の低下が生じる場合がある[12-15]。さらに、SMC
は継代回数に限りがあることや、増殖速度やタンパク質発現等にロット差が存
在するため、均一な結果を得るためには複数の細胞ロットが必要となる。以上の
要因は、SMC を用いた研究発展の障害となっており、増殖が抑制された SMC の
非凍結状態での輸送法の開発は、動脈硬化症の発症機序解明や人工血管等の再
生医療の発展に役割を果たすと考えられる。 
In vitro の細胞培養で一般的に用いられるプラスチックプレートの培養では、
SMC は増殖する [16,17]。一方、プレート培養 SMC に多糖類のヘパラン硫酸や
ヘパリンを添加することや [18,19]、I 型コラーゲンを主成分とする 3 次元培養
基材を用いることで、SMC の増殖は抑制される [17,20-23]。以上の知見から、
SMC は培養に用いる基材により細胞増殖の性質が変化すると考えられる。近年、
陰イオン性高分子多糖類である脱アシル化ジェランガム (low-acyl gellan gum : 
GG) を含む培地が開発された。GG は培地等の二価イオン存在下でゲル化する
特徴を持つ [24]。さらに、GG を培地に添加しても培地の粘度を変えることなく、
細胞を浮遊状態に維持することが可能であることから、GG を含む培地を使用し、
ヒト多能性幹細胞の三次元スフェア培養法が報告された [25]。SMC は多糖類に
より増殖が抑制される報告があることから[18,19]、GG を用いて培養することで
SMC の増殖を抑制できる可能性がある。本研究では GG を用いた SMC の浮遊
培養法を確立することを目的とし、細胞増殖への影響を検討した。  
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第１節 実験材料および方法 
 
１－１ 試薬 
 
 試薬類とその入手先は実験方法の各項に付記した。特に表示がない限り、和光
純薬株式会社、シグマアルドリッチジャパン社、およびナカライテスク株式会社
より購入した特級試薬を用いた。 
 
１－２ 動物 
 
 日本白色家兎 (雄、体重 1.8～2.4 kg) は高杉実験動物より購入した。 
 
１－３ 飼料 
 
 ウサギ飼料として、オリエンタル酵母工業株式会社の RC-4 を用いた。 
 
１－４ 培養 SMC の調製 
 
 ウサギ血管平滑筋細胞は、普通食を与えた日本白色家兎 (雄、体重 1.8～2.4 kg)
の胸部大動脈中膜より Ross らの方法を参考に調製した [2,8,9]。すなわち、ネン
ブタール静注による麻酔下でウサギより胸部大動脈を摘出し、中膜を剥がし 1～
2 mm2 に細切した。細切した切片を 20% FBS、100 U/mL ペニシリン、100 μg/mL 
ストレプトマイシン (GIBCO) を含む DMEM (20% FBS-DMEM) を加えた培養
フラスコに付着させ、20% FBS-DMEM 中、5% CO2 インキュベーター (ASTEC、
NAPCO) を用いて 37°C で培養し、切片より増殖した細胞を初代培養とした。
SMC の継代は次の方法で行った。培養フラスコに接着した SMC を PBS (-) で洗
浄後、trypsin-EDTA solution (Sigma-Aldrich) を加え、37°C で 1～2 分間インキュ
ベーションして培養フラスコから細胞をはがし、細胞を集め、2 倍に希釈して植
え継いだ (第 2 代)。なお、第 3 代継代後の翌日の培地交換から FBS 濃度を低く
した 10% FBS-DMEM を用いた。培養液の交換は毎日行った。以降の実験には同
様の操作により第 4～7 代まで継代培養したものを使用した。マウス繊維芽細胞
NIH3T3 およびヒト子宮頸癌由来 HeLa 細胞については 10% FBS-DMEM を用い、
SMC と同様に行った。 
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１－５ GG を用いた SMC の浮遊培養 
 
 プラスチックプレートを用いて培養した SMC を trypsin-EDTA solution を用い
てはがし、遠心 (440 × g, 5 min, r.t.) し細胞のペレットを得た。ペレットに対し
10% FBS、100 unit/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを含む FCeM
培地 (0.015% GG を含む DMEM/Ham’s F-12 培地; 日産化学工業株式会社) を加
え、1.0 × 105 cells/mL の細胞懸濁液とした。細胞懸濁液は 15 mL チューブに 5 mL
ずつ分注し、5% CO2インキュベーターを用いて 37°C で培養した。 
 
１－６ GG を用いた浮遊培養 SMC のプラスチックプレート上の培養 
 
 GG を用いて 2 日間浮遊培養した SMC を、細胞懸濁液の 8 倍量の PBS (-) で
希釈し、遠心 (190 × g, 3 min, r.t.) 後、得られたペレットは回収し、上清を再度
遠心 (440 × g, 5 min, r.t.) し、ペレット得た。得られた各ペレットは trypsin-EDTA 
solution を加え、37°C で 1 分間インキュベーションし、PBS (-) で 10 倍量に希釈
後、遠心 (440 × g, 5 min, r.t.) した。上清除去後、10% FBS-DMEM を用いて細胞
を懸濁後、プラスチックプレートに播種し、5% CO2 インキュベーターを用いて
37°C で培養した。 
 
１－７ 細胞数の測定 
 
 細胞数は細胞懸濁液と等量のトリパンブルーを加え、血球計算盤 (エルマ) を
使用して計測した。 
 
１－８ 共焦点レーザー顕微鏡を用いた形態観察 
 
 蛍光標識された 0.015% GG を DMEM に添加し、SMC (1.0 × 106 cells/mL) を
24 時間浮遊培養した。その後、10 μmol/L CytoRed (Dojindo) で 30 分間染色し、
LSM 700 (Carl Zeiss) を用いて観察した。 
 
１－９ 走査型電子顕微鏡を用いた形態観察 
 
 FCeM 培地を用いて 24 時間浮遊培養した SMC (1.0 × 106 cells/mL) を 2.5% グ
ルタルアルデヒドで 30 分浸漬し、固定した。サンプルを洗浄後、50、60、70、
80、90、95、99.5% エタノールに各 5 分間浸し脱水した。次に、tert-ブチルアル
コールで 30 分間浸漬し、JFD-320 (JEOL Ltd.) を用いて凍結乾燥処理をした。そ
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の後、白金コーティングにより導電処理をし、JCM-6000 (JEOL Ltd.) を用いて観
察した。 
 
１－１０ Flow cytometry 解析 
 
 Flow cytometry 解析は Nakayama ら、Kubota らの方法を参考に行った [26,27]。
すなわち、FCeM 培地を用いて 24 時間浮遊培養した SMC (1.0 × 105 cells/mL) を
1.5% パラホルムアルデヒドで 30 分浸漬して固定し、75% エタノールで細胞膜
透過処理をした。200 μg/mL Rnase A および 50 μg/mL ヨウ化プロピジウム (PI) 
処理により DNA を染色し、Guava easyCyte (Millipore) により測定した。測定は
10,000 cells/sample 以上とし、解析には Flowing Software version 2.5.1 (Pettu Terho) 
を用いた。細胞のデブリおよび凝集塊は forward scatter-side scatter におけるゲー
ト処理により除外した。 
 
１－１１ Western blot 分析用のサンプルの調製 
 
 プラスチックプレート上で培養した SMC は PBS (-) で 2 回洗浄後、trypsin-
EDTA solution でプレートから剥がした。更に PBS (-) で 2 回洗浄した後、遠心 
(440 × g, 5 min, r.t.) し、細胞のペレットを得た。得られたペレットは cold PBS (-) 
で洗浄後、-80°C で保存した。ペレットに対し IP buffer (20 mM Tris-HCl [pH 7.4]、
150 mM NaCl、10 mM EDTA、0.5% sodium cholate、0.5% Triton X-100、5 mM NaF、
0.5 mM Na3VO4、1% protease inhibitor cocktail [Sigma-Aldrich]) を加え、凍結融解
した後、遠心 (13,400 × g, 20 min, 4°C) した上清をサンプルとした。 
 GG を用いて浮遊培養した SMC では、細胞懸濁液の 8 倍量の PBS (-) で希釈
し、遠心 (190 × g, 5 min, r.t.) した。得られたペレットは回収し、上清は遠心 (440 
× g, 5 min, r.t.) し、細胞のペレットを得た。このペレットに IP buffer を加え、凍
結融解した後、遠心 (13,400 × g, 20 min, 4°C) した上清をサンプルとした。 
 
１－１２ タンパク定量 
 
 タンパク定量は Bicinchoninic Acid (BCA) Protein Assay Reagent Kit (Thermo 
Scientific) を用いて、BSA を標準物質とし、製品プロトコールに従って行った。 
 
１－１３ Western blot 分析 
 
 10～15 µg のタンパク質を量りとり、sample buffer (4% SDS、200 mM Tris-HCl 
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[pH 6.8]、20% glycerol、5 mM EDTA、0.01% BPB、10% 2-melcaptoethanol) を加え
て 98°C で 90 秒間インキュベーションし、Electrode Buffer (0.3% Tris、0.1% SDS、
1.44% glycine) を用いて SDS-PAGE を行うことによりタンパクを分離した。分離
後、PVDF膜 (Millipore) にタンパクを転写した。転写はCAPS buffer (10 mM CAPS 
[pH 11.0]、10% methanol) を用い、wet 式にて 100V、2 時間で行った。転写後、
PVDF 膜は 3% BSA/TBS (20 mM Tris-HCl [pH 7.4]、0.15 M NaCl) に浸し、振盪す
ることで blocking を行い、その後、抗体処理を行った。一次抗体として、polyclonal 
anti-caspase-3 (Enzo Life Sciences, Inc.) を 1,000 倍希釈、monoclonal anti-cyclin D1 
(HD11; Santa Cruz Biotechnology) を 200 倍希釈、monoclonal anti-cyclin D3 (BD 
Biosciences) を 1,000 倍希釈、monoclonal anti-CDK4 (BD Biosciences) を 250 倍希
釈、polyclonal anti-cyclin E1 (M-20; Santa Cruz Biotechnology) を 200 倍希釈、
polyclonal anti-CDK2 (M2; Santa Cruz Biotechnology) を 200 倍希釈、polyclonal anti-
p27Kip1 (C-19; Santa Cruz Biotechnology) を 200 倍希釈、polyclonal anti-p21Cip1 (M-
19; Santa Cruz Biotechnology) を 200 倍希釈、polyclonal anti-phospho-retinoblastoma 
protein (p-Rb) (Ser795) (Cell Signaling Technology) を 1,000 倍希釈、monoclonal anti-
Rb (BD Biosciences) を 400 倍希釈、polyclonal anti-phospho-specific p44/42 MAP 
kinase (p-ERK) (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling) を 500 倍希釈、monoclonal anti-ERK 
(Zymed Laboratories, Inc.) を 500 倍希釈、monoclonal anti-phospho-focal adhesion 
kinase (p-FAK) (p125Fak) (Upstate Biotechnology, Inc.) を 100 倍希釈、monoclonal 
anti-FAK (BD Biosciences) を 200 倍希釈、monoclonal anti-α-smooth muscle actin (α-
SMA) (1A4; Dako Denmark A/S) を 2,000 倍希釈、polyclonal anti-β-actin (I-19; Santa 
Cruz Biotechnology) を 200 倍希釈で用いた。二次抗体として、anti-mouse IgG 
(Millipore) を 50,000 倍希釈、anti-rabbit IgG (Cell Signaling) を 10,000 倍希釈で用
いた。抗体の希釈は 0.1% BSA/TBS を用いた。検出は ECL Western Blotting 
Detection Reagents (GE Healthcare) または ImmobilonTM Western (Millipore) のプ
ロトコールに従い、LAS 4000 (FUJIFILM) で行った。 
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第２節 実験結果 
 
２－１ 浮遊培養における SMC の細胞増殖の継時的変化 
 
SMC (5 × 105 cells) を浮遊培養した場合、DMEM を用いた浮遊培養では播種後
12 時間には 1.4 × 105 cells に減少した (Fig. 1A, open circle)。一方、FCeM 培地を
用いた浮遊培養では総細胞数が一定の値を示し、5 日目では 4.3 × 105 cells であ
った (Fig. 1A, closed circle）。播種後 12 時間における SMC の生存率は、DMEM
を用いた浮遊培養では 30.5%であり、FCeM 培地を用いた浮遊培養では 79.5%で
あった (Fig. 1B)。加えて、FCeM 培地を用いた浮遊培養における SMC の生存率
は、播種後 5 日目および 9 日目ではそれぞれ 52.6%および 25.6%であった (Fig. 
1B)。 
 
２－２ 浮遊培養 SMC の形態観察 
 
 SMC 由来の赤の蛍光は、単独で存在しているところと  (Fig. 2A, double 
arrowhead)、蛍光標識 GG 由来の緑の蛍光と重なっているところが存在した (Fig. 
2A, arrow)。走査型電子顕微鏡解析では、SMC の周りに GG と考えられる繊維質
が隣接している様子が観察された (Fig. 2B, C, arrowhead)。 
 
２－３ 浮遊培養 SMC の再播種増殖検討 
 
コントロールのプレート培養では、播種後 1 日目から細胞は増殖し、1 日目か
ら 3 日目にかけて doubling time 42 時間で増殖し、7 日目には定常状態に達した 
(Fig. 3, open symbol)。浮遊培養からプレートに播種した SMC では、播種後 3 日
目から細胞増殖が開始し、3 日目から 5 日目にかけて doubling time 39 時間で増
殖し、10 日目には定常状態に達した (Fig. 3, closed symbol)。浮遊培養からプレー
トに播種した SMC の播種後 1 日目の細胞数はプレート培養 SMC の播種後 1 日
目の細胞数の 57%だった。 
 
２－４ 細胞周期解析 
 
 PI を用いたフローサイトメトリーにより細胞周期解析を行った。培養 1 日目
のプレート培養 SMC は、G0/G1 期 70.1 ± 5.7 %、S 期 11.5 ± 2.9 %、G2/M 期 18.4 
± 4.3 %であった (Fig. 4A)。培養 1 日目の浮遊培養 SMC は、G0/G1 期 59.2 ± 
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10.0 %、S 期 6.2 ± 1.7 %、G2/M 期 34.5 ± 8.2 %だった (Fig. 4B)。 
２－５ 細胞周期関連タンパクの発現およびそのリン酸化 
 
 ポジティブコントロールには、cyclin D3 および p-Rb はヒト急性 T 細胞リンパ
腫由来 Jurkat 細胞 (Santa Cruz Biotechnology) [28,29]、cyclin D1、cyclin E1、CDK2、
CDK4 および Rb は HeLa 細胞 [30,31]、p27Kip1 および p21Cip1 は PDGF で 15 分間
刺激した SMC [23]を使用した。なお、SMC のマーカータンパク質である α-actin
はすべての培養条件下において発現が認められた (Fig. 5)。 
 プレート培養 SMC において、cyclin D1、cyclin D3、CDK4、cyclin E1 の発現
は day 0 から day 1 にかけて増加した。CDK2、p27Kip1、p21Cip1 の発現は day 0 か
ら day 2 にかけて増加した。Rb のタンパク質あたりのリン酸化レベル (p-Rb/Rb) 
は day 0 から day 3 まで変化しなかった (Fig. 5)。 
 浮遊培養 SMC において、cyclin D1、CDK4 の発現は day 0 から day 1 にかけて
増加した。cyclin D3、cyclin E1、CDK2、p21Cip1 の発現は day 0 から day 1 にかけ
て減少した。p27Kip1 の発現は day0 から day3 にかけて経時的に増加した。浮遊培
養 SMC の Rb のリン酸化レベルはプレート培養 SMC と比較して減少した。加
えて、細胞周期関連タンパクの発現パターンは浮遊培養からプレート培養に戻
すことで、プレート培養の発現パターンを示した (Fig. 5)。 
 
２－６ FAK および ERK のタンパク発現とそのリン酸化 
 
 p-FAK、FAK、p-ERK および ERK のポジティブコントロールとして PDVF 刺
激 SMC を使用した [22,32,33]。 
 プレート培養 SMC において、FAK のタンパク質あたりのリン酸化レベル (p-
FAK/FAK) は day 0 から day 3 まで変化しなかった。ERK のタンパク質あたりの
リン酸化レベル (p-ERK/ERK) は day0 から day2 にかけて減少し、day2 から day3
にかけて増加した。プレート培養 SMC と比較して浮遊培養 SMC では、ERK の
リン酸化レベルは増加し、FAK のリン酸化レベルは変化しなかった (Fig. 6)。 
 
２－７ アポトーシス誘導因子 cleaved caspase-3 の発現検討 
 
 ポジティブコントロールとして、HeLa 細胞に 600 µM の H2O2を 8 時間処理し
た細胞を用いた [34]。アポトーシスを起こした細胞では、20 kDa 以下に caspase-
3 の分解物 (cleaved caspase-3) が生じる。ポジティブコントロールで検出された
20 kDa 以下のバンドは、GG を用いた浮遊培養 SMC において検出されなかった 
(Fig. 7)。  
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Figure 1. Culture of SMC in suspension with 0.015% GG.  
The cells were suspended at 1.0 × 105 cells/mL with GG in polypropylene tubes and 
incubated at 37°C for the indicated days. (A) Total cell number. (B) Viability. Open circles, 
cultured in DMEM without GG; closed circles, cultured in FCeM. Each point represents 
the mean ± SE (n = 3). 
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Figure 2. SMC morphology in suspension with GG.  
(A) Confocal microscopy. GG was conjugated with Fluorescein (green) and SMC were 
visualized with CytoRed solution (red). Positive signals for SMC were detected on signals 
for GG, as indicated by the arrows. (B, C) Electron microscopy. SMC were associated 
with GG, as indicated by the arrowheads. Scale bars, 100 µm (A), 10 µm (B), 10 µm (C). 
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Figure 3. Reversible proliferation properties of SMC cultured in suspension with 
0.015% GG.  
SMC were suspended at 1.0 × 105 cells/mL in polypropylene tubes with GG, and cultured 
at 37°C for 2 days. Then, the cells were cultivated on plastic plates at 0.9 × 105 cells per 
dish (diameter, 3 cm) and cultured for the indicated days. (A) Total cell number. (B) 
Viability. Open circles, cultured on plastic plates in DMEM; closed circles, cultured on 
plastic plates after culture in suspension in FCeM for 48 h. Each point represents the mean 
± SE (n = 3). 
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Figure 4. Flow cytometric analysis of SMC in suspension with GG. 
(A, B) Flow cytometry. SMC were cultured on plastic plates without GG (A) or in 
suspension with GG (B) for 24 h. Percentages of cells with G0/G1, S and G2/M DNA 
content are shown. Each value represents the mean ± SD (n = 3). 
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Figure 5. Western blot analysis of cell cycle-related proteins in SMC.  
Plate: SMC were cultured on plastic plates in DMEM without GG for the indicated days. 
Suspension: SMC were cultured in suspension with GG for the indicated days. Re-plate: 
SMC were cultured in suspension with GG for 2 days, and then moved to culture on 
plastic plates for indicated days. Jurkat cells were used as positive control for cyclin D3 
and p-Rb. HeLa cells were used as positive control for cyclin D1, cyclin E1, CDK2, 
CDK4 and Rb. SMC were treated with 100 ng/mL PDGF for 15 min, and then used as 
positive control for p27Kip1 and p21Cip1. 
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Figure 6. Phosphorylation of ERK and FAK in SMC.  
Plate: SMC cultured on plastic plates in DMEM without GG for the indicated days. 
Suspension: SMC were cultured in suspension with GG for the indicated days. Re-plate: 
SMC were cultured in suspension with GG for 2 days, and then moved to culture on 
plastic plates for indicated days. SMC were treated with 100 ng/mL PDGF for 15 min, 
and then used as positive control for p-ERK, ERK, p-FAK and FAK. 
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Figure 7. Western blot analysis for caspase-3.  
Open arrowhead indicates the expected size for caspase-3. Caspase-3 was detected by 
short-expose (5 sec), while cleaved caspase-3 was detected by long-expose (2 min). HeLa 
cells were treated with 600 μM H2O2 for 8 h, and then used as positive control for 
apoptotic cells. p-0: SMC were cultured on plastic plates at day 0. p-1: SMC were cultured 
on plastic plates without GG for 24h. s-1: SMC were cultured in suspension with GG for 
24 h. 
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第３節 考察 
 
 これまでに、SMC は生存および増殖のために足場を必要することが報告され
ている [17,35]。実際、GG を含まない DMEM を用いた浮遊培養では、SMC の 8
割は播種後 24 時間以内に死滅した (Fig. 1A)。一方、GG を用いた浮遊培養では、
SMC の増殖は抑制され、播種後 5 日目まで生存率 50%以上を維持することが明
らかとなった (Fig. 1B)。加えて、プレート培養と比較して GG を用いた浮遊培
養 SMC では、S 期の割合 (Fig. 3)、および Rb のリン酸化レベルが減少し、p27Kip1
の発現がプレート培養 SMC と同程度発現していたことから (Fig. 5)、GG を用い
た浮遊培養 SMC では、p27Kip1 により S 期への進行が阻害されていることが示さ
れた。 
 cyclin D/CDK4 および cyclin E/CDK2 複合体を介した Rb のリン酸化は、細胞
周期の G1 期から S 期への進行において重要な役割を果たしている [36-38]。GG
を用いた浮遊培養 SMC において、S 期の割合が減少した (Fig. 4)。加えて、G1
期から S 期への進行促進因子である、cyclin D1、cyclin D3、CDK4、cyclin E1、
CDK2 の発現量、および Rb のリン酸化レベルが減少した (Fig. 5)。Rb の Ser 795
リン酸化部位は cyclin D/CDK4 複合体によるリン酸化を受ける部位である [39]。
従って、GG を用いた浮遊培養 SMC における増殖抑制は細胞周期停止により引
き起こされていることが示された。さらに、G1 期から S 期への進行抑制因子と
して知られている、p27Kip1 および p21Cip1 の発現 [40-42]を検討したところ、GG
を用いた浮遊培養 SMC では、p27Kip1 の発現がプレート培養と比較して同程度だ
った (Fig. 5)。p27Kip1は cyclin/CDK 複合体に作用することで Rb のリン酸化を抑
制し、細胞周期の G1 期から S 期への進行を阻害する [43,44]。以上より、GG を
用いた浮遊培養における SMC の増殖抑制には、p27Kip1 による S 期への進行阻害
が関与することが示された。 
 アポトーシスを起こした細胞では、DNA の断片化を示す sub-G1 期のピークの
上昇、および p21Cip1 の発現増加、caspase シグナル伝達経路の活性化が報告され
ている [45-48]。GG を用いた浮遊培養 SMC において、sub-G1 期は認められず 
(Fig. 4)、p21Cip1 の発現は低下した (Fig. 5)。さらに、アポトーシスシグナル伝達
により生じる、caspase-3 の活性型である cleaved caspase-3 の発現は検出されなか
った (Fig. 7)。従って、GG を用いた浮遊培養における SMC の増殖抑制にアポト
ーシスの寄与は低いと考えられる。種々の細胞において FAK 非依存的な ERK シ
グナルの活性化によりアポトーシスが抑制され、細胞生存を促進する報告があ
る [49,50]。GG を用いた浮遊培養 SMC において FAK 非依存的な ERK の活性化
が認められていることから (Fig. 6)、GG を用いた浮遊培養 SMC でのアポトーシ
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ス抑制に FAK 非依存的な ERK の活性化経路が関与している可能性がある。 
 これまでに、ヘパラン硫酸およびヘパリン等の多糖類により SMC の増殖が抑
制されることが報告されている [18,19]。加えて、SMC の細胞表面にはヘパリン
との高親和性結合部位が存在することが示され [51]、ヘパラン硫酸プロテオグ
リカンであるパールカンをコーティングしたプレートを用いて培養したSMCで
は、FAK を介した ERK 依存的増殖シグナルが抑制されることが示されている 
[52]。一方、GG を用いた浮遊培養 SMC では、FAK の活性化を介さず ERK が活
性化された (Fig. 6)。従って、GG を用いた浮遊培養における SMC の増殖抑制は
ヘパラン硫酸等の多糖類によるSMCの増殖抑制機構とは異なる機序であること
が示唆される。ヒト SMC において、糖鎖と非特異的に結合する Toll 様受容体 
(Toll-like receptor) および CD44 の発現が示されており [53,54]、GG を用いた浮
遊培養において SMC と GG の接着に関与する可能性がある。GG を用いた浮遊
培養における SMC の増殖抑制機構の解明には今後の検討が必要である。 
 非凍結状態でのSMCの輸送方法は生体由来素材を用いた人工血管作製の発展
において必要である。GG を用いて浮遊培養することで SMC の増殖は抑制され
るが、浮遊培養からプレート培養することで高い生存率を維持し再増殖するこ
とが示された (Fig. 3)。さらに、細胞周期関連タンパク質の発現およびリン酸化
レベルのパターンは通常のプレート培養した SMC と同様の傾向を示した (Fig. 
5)。従って、本培養法を用いることで、性質の変化を起こさずに SMC を非凍結
状態で輸送することが可能になると考えられる。しかし、浮遊培養後にプレート
に播種した SMC では播種後の接着率が低下し、増殖再開までの time rag が認め
られた (Fig. 3)。また、細胞回収率は約 40%である (data not shown)。本培養法に
は課題が残されてはいるが、高い生存率を維持したまま増殖が抑制され、性質の
変化を起こさずに SMC を維持できることから、SMC を用いた再生医療の発展
に寄与することができると考えられる。 
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結論 
 
 本研究では、GG を用いた SMC の浮遊培養法を確立した。GG を用いた浮遊
培養において、SMC は高い生存率を維持し増殖が抑制されることが明らかとな
った。加えて、浮遊培養における増殖抑制へのアポトーシスの寄与は低いこ
と、および FAK-ERK シグナル伝達経路は関与しないことが示唆された。さら
に、GG を用いた浮遊培養における SMC の増殖抑制は可逆性であることから、
GG を用いた浮遊培養法を用いることで、増殖が抑制された状態の SMC を非凍
結条件下で輸送する手段に有用である可能性が示された。 
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